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論 文 内 容 要 旨
1.緒論
泌乳は哺乳動物を特徴付ける生理機能の一つであり、哺乳動物の繁殖にとって不可
欠な生理現象である。ミルクは哺乳動物の新生仔にとって必要不可欠な栄養源である
と同時に、産業的にも高栄養 食品として重要である。ホルスタイン種等の乳用牛では、
人間が利用するミルク生産を高めるために育種改良や飼養管理技術の改善がなされて
きた。その結果、日本では経産牛1頭 当たりの搾乳量は平成12年度で約7,400kgと、
過去12年間において約1,200kg増加した。さらに、1乳期当たり25,000kg以上の
ミルクを生産する超高能力泌乳牛(スー パー ・カウ)が開発されている。
乳腺組織の発達は性成熟から妊娠中期にかけて乳管系が発達することから始まる。
妊娠中期か ら乳腺胞が形成され、乳腺の発達は妊娠末期にはほぼ完了し、分娩後に本
格的なミルクの生産が開始する。一方、泌乳後期では乳腺胞を形成する細胞数の減少
に伴う乳腺の退行が起こり、泌乳量は著しく低下する。この泌乳過程において、乳腺
上皮細胞は増殖、機能分化、退行を繰り返す。乳腺上皮細胞の機能分化、すなわち乳
汁分泌からアポトーシスまでの過程はホルモンや成長因子などの生理活性因子によっ
て制御されている。しかしながら、ウシの泌乳過程での乳腺上皮細胞の機能分化に関
する生理活性因子の作用は必ずしも十分に解明されているわけではない。
泌乳牛に成長ホルモン(G:H)を長期間投与すると泌乳量が16～41%増加することが
知られており、アメリカ合衆国をはじめとする20数 ヶ国の酪農現場では増乳を目的
としたGHの 使用が認められている。この乳量の増加は、GH:によるインスリン抵抗
性の充進や血流量の増加により、乳腺組織へのグルコース等の栄養素の流入量が増加
するためであると報告されている。また、GHは 肝臓及び乳腺組織間質でのインスリ
ン成長因子(IGF)・1の産生を増加させ、このIGFIが乳腺上皮細胞に細胞生存因子と
して作用する。これまで、GH:の増乳効果は上述したような乳腺 ヒ皮細胞に対する間
接的な作用であるとされてきた。近年、泌乳牛の乳腺上皮細胞においてGヨ レセプタ
ーの存在が確認されたことから、GHは 乳腺上皮細胞に直接作用する可能性も示唆さ
れた。
泌乳後期になるにしたがい、乳腺 ヒ皮細胞はアポ トシースを起こす。このことによ
り、乳腺.ヒ皮細胞数が急激に減少し乳量も低下する。IGF-1は乳腺組織を含む様々な
組織で抗アポ トー シス作用を有 し、細胞生存因子 として働いている。一方、退行中の
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乳腺はIG:Fbindingprotein(IGFBP)・5を合成 ・分泌し、IGF・1の作用を阻害する。
,泌乳中期以降のG且 投与は乳腺上皮細胞数の減少を抑制し、乳量の低下を抑えること
が報告されている。この効果は、GH:により乳腺間質細胞で局所的に産生されたIGFI
を介したアポ トー シス抑制によるものと考えられる。
これまで、乳腺におけるG且 の間接的な作用については数多くの報告がなされてい
る。しかし、乳腺上皮細胞におけるGH:の直接作用とその機構については報告がなさ
れていない。本研究では、最初に1)ウ シ乳腺 ヒ皮細胞のカゼイン合成に及ぼすGH
の効果と、2)G且のウシ乳腺上皮細胞に対する作用機構を明らかにするために、カゼ
イン 皿RNAの転写因子であるsignaltra鵬ducerandactivatoroftranscription
(Stat)5や細胞の増殖及び分化に関与するmitogen・a面vatedprotein㎞ase(MAPK)
のリン酸化に及ぼすGHの 作用について実験を行った。次に、3)アポトーシスを抑制
する因子であるAktのIGF・1によるリン酸化とIG:FBP・5発現に及ぼすGHの 作用
機構について解析した。
2.ウシ乳腺上皮細胞のカゼイン合成に及ぼすGH:の作用
最近、泌乳牛の乳腺 ヒ皮細胞にGHレ セプターが存在することが報告された。この
ことより、G且が乳腺上皮細胞に直接作用を及ぼす可能性が示唆されている。しかし、
GHが ウシ乳腺 ヒ皮細胞のカゼイン合成に作用を及ぼすという報告はなされていない。
そこで、ウシ乳腺上皮細胞のカゼイン合成に及ぼすGHの 直接作用について検討した。
本実験では、妊娠26日目のホルスタイン牛由来のウシ乳腺 ヒ皮細胞株(BMEC)を用い
た。この細胞株はマトリゲル上で培養した場合、ラクトジェニックホルモン(DIP;デ
キサメサゾン10μg1血1;インスリン10μgノ血1,プロラクチン10國h11の混合液)を
添加することによってカゼインを合成 ・分泌する細胞である。
実験1-=ウシ乳腺上皮細胞におけるGHレ セプターの発現
10%:F:BS含有DMEM培 地(培養培地)にてBMECの 培養を行った。GHレセプタ
ーの発現は、GHレセプター抗体を用いた免疫染色法とRT・PCR法により解析 した。
その結果、すべての細胞においてGHレ セプターの存在が確認された(Fig.]A)。
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また、GH:レセプターmRNAの発現も確認された(Fig4B)。このことから、本実験で
,用いるBMECにはGHレ セプターが存在していること:が証明された。
実験2:ウ シ乳腺上皮細胞のカゼイン合成に及ぼすGH:及びDIPの作用
BMECを培養培地にて トランスウェルインサー ト培養法で培養した。培養2日 後、
無処理区では同様に培養培地にて培養を行い、GH処理区ではGHを 添加した培地に、
DIP処理区ではDIPを添加した培地に、G且+DIP処理区ではGHとDIPを添加 した
培地に置換した。各区とも4日 目に培養培地を回収し、α・カゼイン分泌量をEUSA
法にて測定した。また、mRNAを抽出しRT・PCR法によりα・S1カゼインmRNAと
GHレセプターmRNA発現を解析した。
培地中のα一カゼイン量は、無処理区と比較して、1000nglmlのG且処理区で有意
な増加が認めちれた。DIPは単独添加ではα・カゼイン分泌を刺激しなかったが100
ng加1と1000nglhl1のGH:処理区へのDIP添加はα・カゼイン分泌量を有意に増加
させた。また、100ng!hllと1000nglmlのGR処理区において、DIPの添加はGH
の単独作用を有意に増加させた(Fig.2)。α・S1カゼインmRNA発現は無処理区では
毒擦 されなかったが、GH処 理区、DIP処理区及びGH+DIP処理区で観察された。
その発現は、DIP処理区よりもGH処 理区とG且+DIP処理区で強かった(Fig.3)。ま
た、GHレセプターmRNAはすべての処理区で観察され、DIP処理区とGH+DIP処
理区でその発現が増強した(Fig.4)。以上のことから、GHは ウシ乳腺上皮細胞に直
接作用してカゼイン合成を促進することが明らかになった。さらに、GHレ セプター
mRNA発現はG且 とラクトジェニックホルモンによって調節されていると可能性が
示された。
3.ウシ乳腺上皮細胞におけるStat5とMAPK:のリン酸化に及ぼすG:Hの作用
前章 にお いて、GHは 乳腺上皮細胞 に直接作用 し、カゼイ ン合 成 を増加 させ る こと
を明 らか に した。 これ まで 、プ ロラクチ ン(PRL)は乳腺上皮細胞 に作用 し、カ ゼイ ン
mRNAの 転写 因子で あ るsignaltransduoeralldactivatoroftranscription(Stat)5
や細胞 の増殖及 び分化 に関与す る 血togen・ac駐vatedpmtein1血ase(MAPK:)をリン
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酸化させることが明らかにされている。一方、3T3・:L1脂肪前駆細胞やH4・IE肝細
胞では、GHが これらのシグナル伝達経路を活性化させることが知られている。そこ
で、ウシ乳腺上皮細胞のStat5とMAP:Kのリン酸化に及ぼすGH:の影響について実
験を行った。本実験では、妊娠102日目のホルスタイン牛由来の初代培養ウシ乳腺上
皮細胞(BMEC)を用いた。この細胞は前章で用いた細胞と同様に、G且 レセプターを
発現し、GH:やDIPに対するカゼイン合成 ・分泌に反応性を示した。
実験1:ウ シ乳腺 上皮 細胞 のStat5のリ ン酸化 に及 ぼすGHの 作 用
BMECをFBS無 添 加DMEM(無 血清培地)にて24時間培養 を行 った。GH:及びPR:L
を0,10,100,1000ng加1で30分間刺激 した。 また、GH:及びPRLを10011g1血1で
0,10,30,60,120,240分間刺激 した。 その後、細胞質画分 を抽 出 し、Stat5のリン酸
化 をウェス タ ンブ ロッ ト法 を用 いて解 析 した。 また、GHとPRLを100ng1血1で30
分 間刺 激 し、 リン酸 化Stat5の免疫 染色 を行 った。
GHは10～100ng1血1で、PRLは100nglm1でStat5のリン酸化 を増加 させた(:Fig.
5A)。また、刺激 時間で は、GHは30～120分 間で、PRLは30～60分 間でStat5リ
ン酸化 を増加 させ た(Fig.5B)。この ことか ら、GH:とPRLは100ng!血1の30分間刺
激で 、Stat5のリン酸化 を有 意 に増 加 させ る ことが判明 した 。 同様 に、免疫 染色 にお
いて も、GHとPRL刺 激 によ り細 胞質 中の リン酸化Stat5の増加 が認 め られた(Fig.6)。
実験2:ウ シ乳腺上皮細胞のMAPK:のリン酸化に及ぼすGHの 作用
GH:とPRLを100n拶血1で30分間刺激した。MAPKのリン酸化をウェスタンブ
ロット法と免疫染色法で解析した。
MAPKにはP44MA:PK:とP42MAPKの2つのアイソフォームが存在する。G且
はPR:Lと同様に、P44MAPKとP42MAPK:のリン酸化を増加させた(Fig.7)。また、
免疫染色法においても、G且とPRLによる刺激で細胞質中のリン酸化MAPKの増加
が観察された(Fig.8)。
以上の結果から、ウシ乳腺上皮細胞におけるGHの 直接作用によるカゼイン合成の
増加はPRLと同様にJak・Statシグナル伝達経路を介して行われていることが示唆さ
れた5GH:はMAPKシグナル伝達経路を活性化して、タンパク質合成などを促進さ
せることが示唆された。
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4.ウシ乳腺上皮細胞におけるIG:F・1によるAktのリン酸化とIG:FBP・5発現に対す
るGH:の作用
IGF・1はAktをリン酸化し、アポ トー シスを抑制す ることが知 られている。退行中
の乳腺 ヒ皮細胞では、IG:FBP・5の発現の増加によるIGH作 用の阻害により、Akt
リン酸化が減少しアポ トー シスが誘発される。泌乳サイ クルの中 ・後期にGHを 投与
すると、アポ トーシスによる乳腺上皮細胞数の減少が抑制され、泌乳が維持されるこ
とが報告されている。しかし、この効果に対するGHの 作用機構は全く明らかにされ
ていない。本実験では、GHの アポトーシス抑制に対する直接作用とその機構を解明
するため、アポ トー シスの抑制因子であるAktのIGF・1によるリン酸化 とIGFBP5
発現に及ぼすGH:の作用について解析した。
実験1:ウ シ乳腺上皮細胞におけるIG:F・1のAktのリン酸化に対するGH:の作用
BMECをトランスウェルインサー ト培養法で培養した。培養2日 後、GH無処理区
はG且 無添加培地に、GH処理区は培養培地をGH:(10001191血1)添加培地に置換した。
さらに24時間後に、G且無処理区は無血清培地で、GH処理区では無血清培地にGH:
を添加した培地で引き続き24時間培養した。次に各実験区にIG:F・1(100ng1血1)を添
加し30分間培養し、細胞内のリン酸化Aktをウェスタンブロット法で解析した。
BMECにおいて、IG:F・1はAktのリン酸化を増加させた。GH処 理により、IGF・1
によるAktのリン酸化はさらに増加した(:Fig.9)。このことより、GHはIG:F・1による
Aktのリン酸化を増加させていることが明らかになった。
実験2:ウ シ乳腺上皮細胞のIG:FBP・5及びIGFBP・3発現に対するGHの 作用
BMECは前述と同様にトランスウェルインサー ト培養法で培養した。培養2日 後、
無処理区はGH:無添加培地に、GH:処理区はG旺 を添加した培地に置換した。培養48
時間後に、BMECの細胞質画分及びmRNAを抽出し、ウェスタンリガンドブロット
法及び半定量RT・PCR法によりIG:FBP5とIG:FBP-3の発現を解析した。
ウェスタンリガンドブロット解析により、IG:FBP・3はその発現量も低く、GH:添加
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による変化は認められなかった。これに対して、IGFBP・5はGH無添加区で強い発現
が認められ、GH処 理により著しく減少した(:Fig.10)。半定量RT・PcRにおいても同
様の結果が得られた(Fig.11)。これらのことから、GHがIG:FBP・5発現を抑制するこ
とにより、IG:F・1の作用が増強される可能性が示唆された。
実験3:IGF・1によるAktのリン酸化に及ぼすIGEBP5及びIGFBP・3の作用
BMECは トランスウェルインサー ト培養法で培養した。培養2日後、GH:を添加し
た培地に置換した。置換24時間後に、無血清培地にGHを 添加した培地に培地交換
し、さらに24時間培養を行った。それぞれにIG:F・1とIG:FBPを添加し30分間培養
した.細胞質画分を精製し、Aktのリン酸化をウェスタンブロット法で解析した。
IGF・1によるA盗 リン酸化はIGFBP・5を競合させることにより、IGFBP5濃度依
存的に抑制された(Fig.12A)。また、IGFBP3を競合させても同様にIG:F・1によるAkt
リン酸化は抑制された(Fig.12B)。
以上のことから、GH:はウシ乳腺 ヒ皮細胞に直接作用し、IGFBP5発現を抑制させ
ることにより、IG:F・1によるAktリン酸化を促進させることが明らかとなった。ウシ
乳腺上皮細胞において、GHはIGFBP・5の抑制を介してIG:F-1の作用を強め細胞生
存効果をもたらしていると考えられる。
5.総 括
本研究において、
(1)GHはウシ乳腺 ヒ皮細胞に直接作用し、カゼイン合成能を促進させることを初め
て明らかにした。また、GHレ セプターはラク トジェニックホルモンによって、そ
の発現を調節されていることが明らかになった。
(2)ウシ乳腺上皮細胞においてG且 はカゼインmRNAの転写因子であるStat5のリ
ン酸化を増加させることを明らかにした。このことか嵐GH:の 直接作用によるカ
ゼイン合成能の促進はJakStatシグナル伝達経路を介してそのシグナルを伝達し
ていることが考えられる。また、GHはMAPKの リン酸化を増加させたことから、
GHはMAPK:シグナル伝達経路を活性化させタンパク質合成などの細胞機能を促
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進していることが示唆された。
』(3)これまで、IGF・1の作用を阻害するIGFBP・5の発現はPRLによって調節される
と考えられていたが、新たにGHがIG:F:BP-5発現を抑制させることを明らかにし
た。また、IGFBP5発現を抑制することによって、IG:F-1によるAktリン酸化を促
進することを明らかにした。乳腺においてAktのリン酸化の減少により乳腺上皮細
胞が退行することが報告されている。GHはIG:FBP・5の発現抑制を介してIGF・1
によるAktリン酸化を増加させ、アポ トーシスを抑制する効果があると考えられる。
以上のことから、GH:はウシ乳腺上皮細胞に直接作用して、カゼイン合成とIGF・1
のアポ トー シス抑制作用を促進 させることにより、ウシ乳腺上皮細胞の機能分化を調
節 しているものと考えられる(Fig.13)。
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A;Stat5リン酸化におけるGH及びP】江(30分間刺激)の濃度による変化
B;Stat5リン酸化におけるGH及びPRL(100ng!血1)の刺激時間による変化
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Fig.6ウシ乳 腺 上 皮 細 胞 のStat5のリ ン酸 化 に及 ぼすGH及 びPRLの 作 用
A-D3リン酸化Stat5E-H=Stat5Bar=20μm
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Fig.7ウシ乳腺上皮細胞の瓢A:PKのリン酸化に及ぼすGH及 びPRLの作用
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Fig.εウシ乳腺上皮細胞のMAPKのリン酸化に及ぼすGH:及びPRLの作用
A-D:リン酸化MAPKE-H:MAPKBar=20μm
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Fig.9ウシ乳腺上皮細胞 のIGHによるAktのリン
酸化に 及ぼすGHの作用
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Fi擾10ウシ乳腺上皮細胞のIGFBP-5及びIGFBP"
駕 発現に及ぼすGHの作用
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Fig.11ウシ乳腺上皮細胞のIGBP-5及びIGFBP-3mRNA発現に及ぼすGHの作用
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Fig..13ウシ乳腺上皮細胞におけるGHの直接作用機構
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論 文 審 査 結 果 要'旨
ウシな どの反劉動物 において,成長 ホル モ ン(GH)は,泌乳 を制御す る上 で,重要 なホルモ ンで ある。
泌 乳牛においてGHを 投与す ると乳量 が増加す るこ とが知 られ てお り,20数力国の酪農現場 で増 乳 を
目的 としてGHの 使用 が認 め られてい る。現在 まで,泌 乳牛 にお け るのGHの 増乳機構 につ いては,
グル コース な どの栄養 素 の乳腺 へ の分 配 を変化 させ るな ど間接作 用 につ いて多 くの報 告 がな され て
い るが,乳 腺上皮細胞 にお けるGHの 直接 作用 とそ の機構 につ いて は研究 がな されて いない。本研 究
で は,1)ウ シ乳腺上皮細胞 の カゼイ ン合成 に及 ぼすGHの 効果,2)GHの ウシ乳腺上皮 細胞 にお け
る作用機構 を明 らかにす るた めに,カ ゼイ ンmRNAの 転写 因子 であ るsign田transducerandactivatorof
transcdp廿on(Stat)5や細 胞 の増殖 及び 分化 に関与 す るmitogeractivatedproteinkinas6(MAPK)のリ
ン酸化 に及 ぼすGHの 作用,3)
.アポ トー シスを抑制す る因テ で あるAktのIGF-1による リン酸化 と
IGFbindingprotein(IGFBP)一5も発現 に及 ぼすGHの 作用について実験 を行っている。
実験に は,ホ ル ス タイ ン牛 由来 のウシ乳腺上皮細胞株 お よび初代培養 ウシ乳腺上皮細胞(BMEC)
を用いて い る。本細胞 は,ラ ク トジェニ ックホル モ ン(DIP)によ りカゼイ ンを合成 ・分 泌す る細胞
である。最初 に本細胞 においてGHレ セ プター の存在 とGHレ セ プターmRNAの 発現 を確認 した。次
にBMECを トラ ンス ウェル イ ンサー ト培養法で培養 し,GHが ウシ乳腺上皮細胞 に直接作用 してカゼ
イ ン合成 を促進す ることを初 めて明 らかに した。さ らに,GHレセプ ターmRNA発現 はGHとDIPに よっ
て調節 され てい ることを示唆 した。
BMECにおいてGHが カゼイ ン合成 を増加 させ る機構 を明 らかにす るた め,GHが カゼイ ンmRNA
の転 写因子で あるStat5や細胞 の増殖 お よび分化 に関・与す るMAPKの リン酸化 を活性化 す るか を確 か
め る実験 を行 った。 その結果,ウ エス タ ンブ ロ ッ ト解析 にお いて,GHは プ ロラクチ ン(PRL)と同
様 にBMECに お けるStat5のリン酸化 を有意 に増加 させ,MAPKの リン酸化 も増加 させた。 また,免
疫 染色法 において も リン酸化Stat5,リン酸化MAPKの 増加 を認 めた。BMECに お けるGHの 直接作
用 に よるカゼイ ン合成 の増加 は,GHがPRLと 同様 にJak-Statシグナル伝達経路 を介 しシ グナル 伝達
を促進 させ るこ と,MAPKシ グナル伝達経 路を活性化 して,タ ンパ ク質合成な どを促進 させ てい る こ
とを示唆 した。
GHの アポ トー シス抑 制 に対す る直接 作用 とそ の機構 を解 明す るた め,ア ポ トー シスの抑制因子 で
あるAktのIGF-1による リン酸化 とIGFBP-5も発現 に及 ぼすGHの 作用 について解 析す る実験 を行 っ
てい る。BMECに お いて,GHはIGFBP-5発現 を抑制 させ,IGFBP-5発現 の減少 はIGF-1によ るAkt.
の リン酸化 を増加 させ るこ とを明 らかに した。
以上の実験 か ら,GHは ウシ乳腺上皮 細胞 に直接作 用 して,カ ゼイ ン合成 とIGF-1のア ポ トーシ ス
抑制作用 を促進 させ る ことに よ り,ウ シ乳腺上皮細胞 の機能分化 を調節 してい ることを示唆 した。
本研 究 は,泌 乳牛 にお けるGHに よるカゼイ ン合成 の直接作 用機構 をBEMECを用 いて世界 で最初
に明 らかに した ものであ り,泌乳生理学 の分野 におい て画期的 な研究 である と言え る。審査員 一同は,
博 士農 学の学位 を授 与す るに相応 しい もの と判定 した。
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